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© Verfahren zur Bestimmung von Antikdrpem gegen Treponema pallidum (Syphilis) 

@ Ein Verfahren zum Nachweis von Antikdrpem gegen 
Treponema pallidum wird vorgeschlagen, bei dem eine 
Auswahl von rekombinanten Antigenen genampliftziert und 
kloniert wird, wobei die Auswahl der rekombinanten Antigo- 
ne zum nachweisen von Antikdrpem gegen Treponema 
pallidiurn das 17 kD- Antigen, das 47 kD- Antigen und TmpA 
enthalt, anschlieSend diese genamplifizierten und klonierten 
Antigene in Wirtsvektorsystemen exprimlert und dann gerei- 
nigt werden, danacb die gereinigten Antigene einzeln oder in 
Kombination an eine feste Phase gebunden werden, danach 
die ah die feste Phase gebundenen Antigene einer Reaktion 
mit einem auf Antikorper hin zu untersuchenden Material, 
insbesondere Korperflussigkeit, ausgesetzt werden, und 
danach die mittels Antigen-Antikorperreaktion gebundenen 

Antikorper aus dem zu untersuchenden Material mittels . ' 

eines Oetektionssystems qualitativ und/oder quantitativ 
festgestellt werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Mittel und ein Verfahren 
zum Nachweis von Antikdrpern gegen Treponema pal- 
lidum. 

Treponema pallidum ist der Erreger der Syphilis. Eine 
Diagnosestellung fur Infektionen mit diesem Krank- 
heitserreger ist nicht nur in Verdachtsfallen wichtig; von 
groBer Bedeutung ist es, eine Syphilis zum einen bei 
Schwangeren und zum anderen bei Blutspendern auszu- 
schlieBen. In der Schwangerenvorsorge dient dies der 
Prevention einer konnatalen Syphilis also der Obertra- 
gung der Syphilis auf das Meugeborene und dessen 
mdglicher Schadigung. Bei Blutspendern ist eine negati- 
ve Syphilisserologie ein Spenderauswahlkriterium. 

Die Syphilisdiagnqstik ist in erster Linie serologisch, 
d. h. durch den Nachweis von Antikdrpern gegen Tre- 
ponema pallidum und/oder Cardiolipin. Bereits 14 Tage 
nach Infektion sind spezifische IgM- und spatesten 4 
Wochen nach Infektion IgG-Antik6rper nachweisbar. 
Nur in der davorliegenden Zeit ist direkter Erreger- 
nachweis aus dern infizierten Gewebe des Primaraffek- 
tes ein weiteres entscheidendes diagnostisches Kriteri- 
um. 

Eine Diagnosestellung durch kulturellen Nachweis, 
wie sonst fur viele andere bakterielle Krankheitserreger 
Gblich, ist nicht moglich, da eine in vitro- Kultur von 
Treponema pallidum bisher nicht gelungen ist, abgese- 
hen von einer Passagierung auf Zellkulturen (US 
5,264360 A). 

Die Nachweismethoden fQr die serologische Diagno- 
stik lassen sich nach der Natur der nachgewiesenen An- 
tikdrper in drei Gruppen einteilen: 

1 . Nicht-Treponemen-spezifische Tests 

Auf dem Nachweis von Antikdrpern gegen Cardioli- 
pin basieren Tests wie der Cardiolipin- Mikroflockungs- 
test (CMT), der irn englischsprachigen Raum als Veneral 
Disease Laboratory Test (VDRL-Test) bezeichnet wird, 
der "rapid plasma reagfin test" (RPR-Test) und die Car- 
diolipin-Komplementbindungsreaktion (Cardiolipin- 
KBR). Diese Tests werden 3—5 Wochen nach Infektion 
bzw. etwa 7 — 10 Tage nach Erscheinen des Primaraffek- 
tes positiv. Die Sensitivitat betragt 60 bis 87% im Pri- 
marstadium und kann 100% bei der Sekundarsyphilis 
erreichen. Die Sensitivitat fallt jedoch im weiteren 
Krankheitsverlauf, so dafl bis zu 30% der Spatstadien 
nicht mehr reaktiv sind. Bei quantitativer Durchfuhrung 
des VDRL-Tests ist eine Ttterabhangigkeit von der 
Krankheitsaktivitat zu verzeichnen. Nachteil dieser 
Tests ist der hohe Anteil von 03—0,9% falsch positiven 
Testergebnisse bei Untersuchung von Blutspenderseren 
sowie das Vorkommen falsch negativer Ergebnisse bei 
hochtitrigen Seren infolge Prozonenphanomens, das bei 
Sekundarsyphilis im VDRL-Test in 1 bis 2% der Falle 
beobachtet werden kann. 

2* Treponemen-spezif ische Tests 

Im Verlauf der Syphilis werden gegen Endoflagellen 
von Treponema pallidum Antikorper gebildet Auf 
Grund von Antigenverwandtschaften reagieren diese 
AntikOrper auch mit Endoflagellen anderer Trepone- 
menspecies. Fur die Syphilisdiagnostik wurden deshalb 
auch Endoflagellen von Treponema phagedenis (Biotyp 
Reiter) als Antigen eingesetzt (Flagellum-ELISA, R. V. 
W. Van Eijk et ai, 1988). Beim Flagellum-ELISA stellt 
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der Grenzwert fur ein positives Testergebnis einen 
KompromiB bezuglich Sensitivitat und Spezifitat dar. 
Damit sind 03% falsch positive und 2,7% falsch negati- 
ve Testergebnisse zu verzeichnen. 

5 

3. Treponerria-pallidum-spezifische Tests 

Diese Tests weisen Antik&rper nach, die mit T. palli- 
dum oder Antigenpraparationen aus dem Erreger rea- 

io gieren. Zu diesen Testsystemen gehdren der Trepone- 
ma-pallidurn-Hamagglutinationstest (TPHA), der Fluo- 
reszenz-Treponema-pallidum-Antikarper-Absorption- 
stest (FTA-ABS) und der Nelson-Test (T. pallidum-Im- 
mobilisationstest, TPI) sowie EUSA-Systeme auf der 

15 Basis von Sonikatantigen. In der Diagnostik werden 
vorrangig TPHA und FTA-ABS eingesetzt. 

Beim Nelson-Test wird mikroskopisch beurteilt, wie 
komplementaktivierende Antikdrper im Patientense- 
rum die Beweglichkeit von Treponema pallidum hem- 

20 men. Der Nelson-Test wird wegen des hohen Aufwan- 
des fast nur noch zu wissenschaftlichen Fragestellungen 
eingesetzt 

Beim TPHA werden Erythrozyten, an die Treponema 
pallidum-Sonikatantigen gebunden ist, durch Antikor- 

25 per aus Syphilispatientenseren agglutiniert Der TPHA 
weist mit 0,07% falsch positiven und 0,008% falsch ne- 
gativen Ergebnissen eine hohe Spezifitat und Sensitivi- 
tat auf, wobei die meisten falsch negativen Ergebnisse 
die Fruhphase der Syphilis betreffen. Der TPHA wird in 

30 der 4. Woche der Infektion positiv, zeigt bei Primarsy- 
philis eine Sensitivitat von 64% bis 87% mit zunachst 
geringer Titerh6he (80—320), die beim Obergang zur 
Sekundarsyphilis auf fiber 5000 bei einer Sensitivitat 
von 100% ansteigen kann. Im weiteren Verlauf bleibt 

35 der TPHA positiv bei einer Tendenz zum Titerabfall im 
latenten Stadium. 

Beim FTA-ABS wird die Bindung von spezifischen 
Antikdrpern im Untersuchungsserum an objekttragerfi- 
xierte Treponema pallidum uber einen fluoreszenzmar- 

40 kierten Sekundarantikorper in der indirekten Immun- 
fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. Die Sensitivitat 
des Nachweises betragt in der Primarsyphilis 86% bis 
100%, erreicht in der Sekundarsyphilis 100% und in den 
Spatstadien 96% bis 100%. Die Sensitivitat fur alle Sta- 

45 dien liegt verschiedenen Angaben zufolge zwischen 
83% und 95%. Die Spezifitat ist mit 83% bis 89% (ohne 
"borderline"- Befunde) nicht sehr hoch. Isoliert FTA-po- 
sitive Seren bei negativer ubriger Syphilisserologie sind 
z. B. durch Lyme-Borreliose bedingt Der FTA-ABS 

so wird als Bestatigungstest zur Absicherung positiver 
TPHA-Befunde durchgefuhrt 

Veldkamp und Visser (1975) beschrieben erstmaiig 
einen ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), bei 
dem Sonikatantigen von T. pallidum, das adsorptiv an 

55 Festphasen gebunden ist, mit spezifischen Antikdrpern 
aus dem Untersuchungsmaterial reagiert Der Nachweis 
der gebundenen Antikorper erfolgt durch Reaktion mit 
einem enzymmar kierten speziesspezifischen Sekundar- 
antikdrper gegen Immunglobuline der Klasse IgG bzw. 

60 IgM und nachfolgender enzymatischer Farbreakdon. 
Auf diesem Prinzip beruht auch dfer kommerzielle indi^ 
rekte Enzymimmuntest Captia Syphilis G (Mercia Dia- 
gnostics, Guildford, England). FQr diesen Test wurde 
eine Sensitivitat von 98,4% und eine Spezifitat von 

65 993% ermittelt (Young et aL 1989, 1992> Beim Captia 
Syphilis M wird spezifisches IgM nachgewiesen, das be- 
reits in der Fruhphase der Erkrankung gebildet wird 
(Sensitivitat bei Primarsyphilis 82%). Da IgM-Antikdr- 
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per nicht placentagangig sind, ist dicser Test bedeutsam 
fur die Qiagnostik der konnatalen Syphilis (Sensitivitat 
100%, Ijsselmuiden et ai 1989). Das Testprinzip beruht 
auf auf einem festphasegebundenen Fangantikdrper fur 
IgM aus dem Untersuchungsmaterial, wobei spezifische 
IgM-Antikorper anschlieBend mif T. pallidum-Antigen 
reagieren. Der Nachweis erfolgt iiber einen enzymmar- 
kierten monoklonalen Antikdrper gegen Endoflagellen 
durch nachfolgende enzymatische Farbreaktion. 

Bei dem Syphilis BioEnza Bead Assay (Organon Te- 
knika Corp., USA) ist das T. pallidum-Antigen adsorptiv 
an ferromagnetische Partikel gebundea Die Bindung 
von Antikorpern aus dem Untersuchungsmaterial wird 
dann iiber erizymmarkierten SekundiranukSrper und 
Farbreaktion nachgewiesen. Sensitivitat und Spezifitat 
werden fur diesen Test mit 93% und 98,6% angegeben 
(Burdash et aUl987). 

Sonikatantigen, wie vorstehend erwahnt, wird durch 
mechanische Aufarbeitung des Erregers mittels Ultra- 
schall gewonnen. 

Die oben schon erwahnte mangelnde in vitro-Kulti- 
vierbarkeit von X pallidum fuhrt naturlich dazu, daB 
diese Erreger nuf sehr schwer zur Verfflgung gestellt 
werden konnen. 

Allgemein anerkannt ist derzeit eihe zweistufige Dia- . 
gnostik der Syphilis. In der ersten Stufe werden aile 
Seren mit einem Test untersucht (Screening). In der 
zweiten Stufe werden Seren mit positivem Behind mit 
einem anderen Testsystem untersucht (Bestatigungs- 
test). Da die Pravalenz der Syphilis in vielen Landern 
gering ist (< 1%), reicht eine 99%ige Spezifitat des 
Screeningtests nicht zur Diagnosesicherung aus. Ein po- 
sitiver Vorhersagewert von Qber 90% wird erst mit ei- 
nem Bestatigungstesu der auf andersartigern Nachweis- 
prinzip beruht, erreichL 

Weit verbreitet ist die Anwendung von TPHA allein 
oder in [Combination mit VDRL-Test bzw. RPR-Test im 
Screening und die Prtifung der positiv gefundenen Se- 
ren im FTA-ABS als Bestatigungstest 

Als Therapiekpntrolle ist die quantitative Durchftih- 
rung von VDRL-Test bzw. RPR-Test anerkannt, wobei 
ein Titerabfall um mehr als 4 Titerstufen als Therapieer- 
folg gewertet wird 

Bewertung der gegen warti gen Syphilisdiagno- 
stik: Nicht-Treponemen-spezifische Tests liefern ca. 5% 
falsch positive Resultate. Sie sind daher fur die serologic 
sche Diagnostik nur als erster Schritt geeignet und mus- 
sen bei positivem Ausfall im zweiten Schritt durch Tre- 
ponema-pallidum-spezifische Tests erganzt werden. Da 
Nicht-Treponemenspezifische Tests bei quantitativer 
Auswertung eine Korrelation zur Krankheitsaktivitat 
zeigen, konnen sie zur Erfolgskontrolle antibiotischer 
Therapie herangezogen werden. 

Falsch positive Testergebnisse bei den treponemen- 
spezifischen Tests sind wegen Antigenverwandtschaft 
zu Treponemen moglich, die beim Menschen als Kom- 
mensalen in der Mundschleimhaut vorkommen. Auf 
Grund der mangelhaften Spezifitat und Sensitivitat 
konnteh sich diese Testsysteme zur Diagnostik der Sy- 
philis nicht durchsetzen. 

Die T. pallidum-spezifischen Tests basieren auf Anti- 
genpraparationen von T. pallidum, wobei das verwende- 
te Erregermateriai wegen der mangelnden in vitro- Kul- 
tivierbarkeit von T. pallidum aus infizierten Kaninchen- 
hoden gewonnen wird. Das ist mit Fragen des Tier- 
schutzes belaistet und nur in geringer Menge moglich. 
Der FTA-ABS und der Nelson-Test sind in der Durch- 
fQhrung aufwendig und nicht zur Autoniatisierung ge- 
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eignet Da Antikdrper gegen nichtpathogene Trepone- 
men auch bei Gesunden vorkommen und infolge Anti- 
genverwandtschaft mit Treponema pailidum-Sonikat- 
antigen Kreuzreaktivit&t zeigen, erfordert die Verwen- 
dung von Treponema pallidum- Vollantigen eine Serum- 
absorption mit Praparationen aus Treponema phagede- 
nic 

Die ELISA-Systeme auf der Basis von Treponema 
pallidum als Vollantigen erfiillen zwar die Qualitatskri- 
terien in Bezug auf Sensitivitat und Spezifitat, sind aus 
Kostengrunden jedoch nicht geeignet, die weitverbrei- 
tete Zweistufendiagnostik TPHA, VDRL-Test oder 
RPR-Test in Kombination mit dem FTA-ABS abzuld- 
sen. 

In der EP0 391 330 A2 wird bereits festgestellt, daB 
die auf dem Markt befindlichen Tests den Anfprderunr 
gen an Screening-Tests nicht entsprechen, auch hin- 
sichtlich des technischen Aufwandes und der Testbe- 
wertung. Dort wird vorgeschlagen, dem dadurch entge- 
genzuwirken, dafl die Antigene an eine Festphase ge- 
bunden werden, und zwar entweder irreversibel direkt 
oder uber einen nicht immunchemisch bindenden Spa- 
cer. 

Aufgabe der Erfindung ist es demgegenOber, ein Ver- 
fahren zum Nachweis von Antikorpern gegen Trepone- 
ma pallidum vorzuschlagen, das eine Verbesserung die- 
ser Situation erlaubt 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren gemaB An- 
spruch 3 gelost 

Durch ein derartiges Verfahren entsteht erstmals ein 
hinsichtlich des technischen Aufwandes vertretbares 
Verfahren, das zugleich im Ergebnis ein erforderliches 
HochstmaB an Sensitivitat und Spezifitat bei der Be- 
stimmung von Antikorpern gegen Treponema pallidum 
liefert 

Vorschlage zur Klonierung von Treponema pallidum- 
DNA anstelle der mangelnden in vitro- Kultivierbarkeit 
sind zwar schon gemacht worden, allerdings sind dabei 
keine kommerziell nutzbaren diagnostischen Systeme 
entstanden, die die Sensitivitat und Spezifitat der bishe- 
rigen Syphilisdiagnostik erreicheh konnten. Bekannt 
sind daher lediglich Spekulationen aus der Literatur, 
jedoch keine Berichte uber Verfahren zur Serodiagno- 
stik der Syphilis unter Anwendung einer Kombination 
von rekombinanten Antigenen. 

Es stellte sich heraus, daB ein prinzipielles Problem 
der Serodiagnostik mif Einzelantigenen darin besteht, 
daB die Hohe der Antikorperspiegel fur die einzelnen 
Antigene sowohl vom Krankheitsstadium abhangt, als 
auch personenabhangige, individuelle Unterschiede auf- 
treten. Ein kombinierter Antikorpernachweis gegen 
mehrere diagnostisch relevante Antigene, also eine Aus- 
wahl derselben, kann daher die Sensitivitat und Spezifi- 
tat der serologischen Diagnostik steigern. 

In den Unteranspruchen sind bevorzugte, erfindungs- 
gemaBe Auswahlen angegeben. 

Ein weiterer entscheidender Faktor fur Testsysteme 
mit rekombinanten Proteinen ist deTen Reinheit Bei 
Verwendung von rekombinanten Antigenen aus Ex- 
pressionssystemen mit E. coli ist eine moglichst vollstan- 
dige Entfernung der Wirtsproteine erforderu'ch, da 
sonst natQrliche Antikdrper gegen dieses Darmbakteri- 
um im Testsystem nachgewiesen werden. Die Herstel- 
lung der rekombinanten Proteine mit Klonierungsstra- 
tegie, Expression und Retnigung der verwendeten re- 
kombinanten Proteine ist deshalb von erheblicher Be- 
deutung fQr das jeweilige Testverfahren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren basiert auf der Re- 
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aktion von spezifischen Antikdrpern aus Korperflussig- 
keiten wie Serum, Plasma oder Liquor, mit rekombinan- 
ten Antigenen von Treponema pallidum, die an eine 
feste Phase gebunden sind Durch spezifische Antigen- 
Antikdrperreaktion gebundene Antik6rper werden be- 
vorzugt durch einen sekundaren markierten Antikorper 
nachgewiesen. Dabei sind radioaktive Markierungen, 
MarkJerungen mit Fluoreszenzfarbstof fen oder Enzy- 
men mdglich. Gemessen wird die gebundene Radioakti- 
vitat (Prinzip des Radioimmun assays), die Fluor eszenz 
(Fluoreszenzi immunoassay), die Enzymakti vitat durch 
Substratfarb re aktion (colorimetrischer Immunoassay) 
oder Substratreakdon mit Chemilumineszenz (Chemilu- 
mineszenzimmunoassay). Exemplarisch vbrgesteltt wer- 
den Verfahren mit colorimetrischem und mit Chemilu- 
mineszenznachweis. . 

Die Antigene werden durch verschiedene Prinzipien 
an eine feste Phase gebunden. Mogliche Bindungsprin- 
zipien sind die adsorptive Bindung, kovalente Bindung 
oder eine Bindung durch Reaktion mit einem bereits 
festphasegebundenen spezifischen Fangantikorper. Als 
Tragermaterial konnen Mikropartikel, Kugeln, Stab- 
chen, Rdhrchen und Mikrotestplatten oder porose Ma- 
terialien verwendet werden. Exemplarisch vorgestellt 
werden Testsysteme mit Mikrotestplatten, an die die 
Antigene adsorptiv gebunden wurden sowie ein Nach- 
we is verfahren mit koval enter Bindung der Antigene ,an 
paramagnetische PartikeL 

Die Verwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
erfolgt zusammen mit einer Auswahl von re komb in an- 
te n Antigenen von Treponema pallidum. Die Gene fur 
das 17 kD-Antigen, fttr das 47 kD-Antigen, TmpA, 
TmpC und BMP, das 34 kD-Antigen und Tp4 wurden 
aus Treponemapallidum-DNA durch Polymeraseket- 
tenreaktion amplifiziert, in den Plasmidvektor pQE30 
inseriert und in E. coli M15[pREP4] transformiert. Das 
verwendete Wirts- Vektorsystem erlaubte eine induzier- 
bare Expression der rekombinanten Proteine mit nach- 
folgender afhnitatschromatographischer Reinigung der 
rekombinanten Proteine. die dann an die feste Phase 
gebunden wurden. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin das Verfah- 
ren zur Auswahl der rekombinanten Antigene mit Eig- 
nung fur die Serodiagnostik der Syphilis durch Prufung 
des Antikorpergehaltes in Patientenseren der verschie- 
denen Stadien und der kombinierte Nachweis von Anti- 
kdrpern gegen die in den Anspruchen 1 und 2 angegebe- 
nen Antigene von Treponema pallidum. 

Im folgenden werden bevorzugte Ausfuhrungsfor- 
men der Erfindung beschrieben: 

Klonierung, Expression und Reinigung der Treponema 
pallidum-Antigene 

1. Klonierungsstrategie (Abb. 1) 

FOr ausgewahlte Antigene von T. pallidum wurde ei- 
ne Genamplifikation durch die Polymerasekettenreak- 
tion (PCR) an Treponema pallidum-DNA durchgefuhrt 
Nach Insertion der PCR-Produkte in den PlaSmidvektor 
pQE-30 (QIAGEN, USA) wurde E. cob' M15[pREP4] 
transformiert In den so erhaltenen Klonen lieB sich die 
Expression der rekombinanten Antigene gezielt indu- 
ziereru Eine affinitatschromatographische Reinigung 
wurde durch das verwendete Expressionssystem er- 
mdglicht und lieferte die rekombinanten Antigene in 
ausreichender Reinheit filr diagnostische Tests. 
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2. Vorauswahl starker Immunogene von T. pallidum 

Im Verlauf der Syphilis werden Antikdrper gegen ei- 
ne Vielzahl von Treponema pallidunvProteinen gebil- 

5 det (Norris et aL, 1993). Zur Identifizierung starker Im- 
munogene wurde ein Westemimmunoblot durchge- 
fQhrt Dabei zeigten Patientenseren mit aufgetrenntem 
T. pallidum- Vollantigen starke Reaktivitat mit Banden, 
die dem 15 kD-Antigen, dem 17 kD-Antigen, dem 34 

io kD-Antigen, den Endoflageilenantigenen (FlaBl, FlaB2, 
FlaA), dem BMP, dem TmpA und dem 47 kD-Antigen 
entsprechen (Abb. 2). 

Wegen bekannter Antigenverwandtschaft zu homo- 
logen Proteinen anderer Treponemenspecies wurden 

t5 Endoflagellenantigene nicht ausgewahlt Die Qbrigen 
Antigene wurden kJoniert und mit Ausnahme des 15 
kD-Antigens exprimiert. 

3. Klonierung der Treponema pallidum-Antigene 

20 

Treponema pallidum wurde aus infizierten Kanin- 
chenhoden gewonnen, und die genomische DN A wurde 
durch eine modifizierte Proteinase K/SDS-Methode 
isoliert (Sambrook et aL). Die Genamplifikation durch 

25 Polymerasekettenreaktion (PCR) erfolgte mit Hilfe spe- 
zifischer Primer (Tab. 2), so daB Restriktionsendonu- 
kleaseschnittstellen (BamHI am 5'-Ende, Sail am 3 r -En- 
de) den Einbau der PCR-Amplifikate in die entspre- 
chende Klonierungsstelle des Vektors pQE-30 ermog- 

30 lichtea 

Die PCR (Sambrook et al. 1989) wurde in einem End- 
volumen von 100 ui durchgefuhrt und enthielt 50 mM 
KC1, 10 mM Tris HC1 pH 83, 1,5 mM MgC12, Desoxyri- 
bonukleotid-Mix Qe 200 \lM fur ATP, GTP, TTP, CTP), 

35 je 100 pmol KJonierungsp rimer 1 und 2 (Tab. 2), 1 ng 
chromosomale T. pallidum-DNA bzw. 20 ng Plasmid- 
DNA mit inserierterT. pallidum-Gensequenz und 1 Ein- 
heit Taq- Polymerase (Pharmacia). Der Ansatz wurde 
mit 100 ^1 Ol Qberschichtet (Mineral Oil, SIGMA). Die 

40 Reaktionen wurden im Thermocycler (Landgraf) durch- 
gefuhrt (Denaturierung 60 s, 94° C, Annealing 120 s, 
50° C, Polymerisation 120 s, 72° C). Die GrdBe der PCR- 
Produkte wurde in der Agarosegelelektrophorese uber- 
pruft 

45 Restriktion und Ligation von Vektoren und PCR-Pro- 
dukten erfolgt en nach Standardprotokoll (Sambrook et 
al. 1989). Die In-Gel- Ligation wurde nach dem Protokoll 
des Herstellers der niedrigschmelzenden Agarose 
durchgefuhrt (Seaplaque GTG, FMC). Beim Einsatz der 

so Restriktionsendonukleasen, der alkalischen Phosphata- 
se und der T4 DN A-Ligase (Pharmacia) wurden die Hin- 
weise des Herstellers berucksichtigt. FOr die Reinigung 
von DNA-Fragmenten wurde das Glass Max System 
(Gibco BRL) verwendet. Der korrekte Einbau der PCR- 

55 Ampiifikate wurde durch Molekulargewichtsbestim- 
mung in der Agarosegelelektrophorese und durch 
DNA-Teilsequenzierung bestatigt. 

4. Expression der Treponema pallidum-Antigene 

60 

Durch die angewendete Klonierungsstrategie unter 
Verwendung des Plasmidvektors pQE-30 wurden Ex- 
pressionssysteme far rekombinante Treponema palli- 
dum-Antigene erhalteri (Tab. 3), die wie folgt charakteri- 
65 siert sind: Auf ein Promotor-Operator-Element, das aus 
dem Promotor des Bakteriophagen T5, zwei lac-Opera- 
torsequenzen und eincr synthetischen Ribosomen-Bin- 
dungssteUe besteht (Stuber et aL 1990), folgen Startco- 
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don. Sequenzen fGT6 aufeinanderfolgende Histidinreste, 
ein Polylinker zur Insertion proteincodierender Sequen- 
zen sowie ein vektorcodierter Transkriptionsterinina- 
ton Bei Verwendung des Expressionsvektors pQE-30 
sind die rekombinanten Proteine durch eine N-termina- 
le Hexahistidinsequenz modifiziert Der Laktoserepres- 
sor zur Kontrolle der Genexpression wird auf dem Plas- 
mid pREP4 codiert, das im Wirtsstamm M15 in mehre- 
ren Kopien vorliegt und Qber seine Kanamycinresistenz 
selektiert wird. Als Induktor der Genexpression dient 
das synthetische Lactosederivat IPTG. 

Fur die konstruierten Expressionssysteme mit Aus- 
nahme fur das 15 kD-Antigen wurde bereits nach einer 
Stiinde eine starke Genexpression nachgewiesen. Fiir 
nachfolgende Reinigung wurden ICuIturen verwendet, 
die drei Stunden mit 2 mM IPTG induziert wurden. 
Durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung wurde das 
erwartete Molekuiargewicht bestatigt und im Western- 
blot die Reaktivitat der rekombinanten Antigene mit 
Syphiliserum nachgewiesen (Abb. 3.). Fur das 47 kD- 
Antigen, das 17 kD-Antigen, BMP undTmpA ist jeweils 
eine Bande deutlich erkennbar. Fur das 17 kD-Antigen 
war eine weiteresehr schwache immunoreaktive Bande 
mit einem Molekuiargewicht von 35 kD sichtbar, die auf 
eine Dimerbildung zurQckzufuhren sein konnte. Das 
TmpC zeigte keine und das 34 kD-Antigen nur eine 
schwache Immunoreaktivitat 

5. Reinigung der Treponema pallidum- Antigene 

Die sechs aufeinanderfolgenden Histidin-Aminosiu- 
rereste der rekombinanten Fusionsproteine gestatten 
eine Reinigung nach dem Prinzip der immobilisierten 
Metail-Chelat-Affinitatschromatographie (Hochuli et aL 
1987). Der verwendete Chelat-Ligand NTA (Nitrilotria- 
cetic acid) hat vier Bindungsstellen, welche vier der 
sechs mdglichen Bindungen des koraplexbildenden Nik- 
lceiions besetzen. Der mit Metalltonen beladene Chelat- 
Ligand (Ni-NTA, Hoffmann-La Roche) ist an Sepharose 
CL-6B immobilisiert Die Qbrigen zwei freien Bindungs- 
stellen des Nickelions reagieren mit dem 6xHistidin-Af- 
finitatsende am N-terminalen Ende de$ rekombinanten 
Proteins, Die Elution der rekombinanten Proteine er- 
folgte durch Protonierung der Histidin-Aininosaurere- 
ste im sauren pH-Bereich (etwa bei pH 5.8). und Disso- 
ziation vom Ni-NTA-Liganden. Die Reinigung der re- 
kombinanten T. pallidum-Antigene wurde nach dem 
Protokoll des Herstellers (QIAGEN) aus dem Pellet von 
500 ml induzierter Bakterienkultur unter denaturieren- 
den Bedingungen durchgefOhrt Die Ausbeute lag zwi- 
schen 5 bis 68 mg Protein/I induzierter Kultur. Die den- 
sitometrisch bestimmte Reinheit schwankte von 70 bis 
99% (Tab 4). 

Bindung yon T. paliidum- Antigen an eine feste Phase 
und Nachweis spezifischer Antikorper 

1 . Beispiel 1 : Adsorptive Bindung von rekombinantem 
T. pallidum- Antigen an Mikrotiterplatten und 
colorimetrjscher Enzymimmuntest (oof EIA) 

Mikrotiterplatten mittlerer Bindungskapazitat 
(F-Form, G reiner) wurden 18 Stunden bei 4°C mit 
100 uJ Antigen in 0,1 M Bicarbonatpuffer betaden (0,04 
M Na2C03 f 0,06 M NaHC03, pH 9.6). Die Antigenkon- 
zentration betrug 1 ug/mL Die beladenea Platten wur- 
den dreimai mit 200 uJ Waschpuffer (PBS, 0,05% Tween 
20) gespult, urn nicht gebundenes Antigen zu entfernen. 
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AnschlieBehd wurde cine einstflndige Blockierung der 
freien Bindungsstellen auf der Plastikoberflache der Mi- 
krouterplatte mit 5%igem Magermilchpulver in Wasch- 
puffer durchgefuhrt, der sich ein dreifacher Waschvor- 
s gang anschloB. Danach wurde bei Raumtemperatur eine 
zweistQndige Inkubation mit 100 uJ Patientenserum in 
Waschpuffer in verschiedenen YerdGnnungen durchge- 
fiihrt Es folgten drei Waschsctiritte mit jeweils 200 ui 
Waschpuffer. Ein Anti-human- IgG-AP-Konjugat 

to (y-kettenspezifisch) wurde nach Angaben des Herstel- 
lers (SIGMA) in Waschpuffer verdunnt Jeweils 100 ul 
Konjugat wurden in die Vertiefungen der Mikrotiter- 
platte gegeben und 2 Stunden bei Raumtemperatur in- 
kubiert Nach dreimaligem Waschen wurden 200 uJ des 

is Enzymsubstrates p-Nitrophenylphosphat in 0,2 M Tris 
(p-NPP-Substrattablettenset, SIGMA) zugegeben und 
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert Nach 
30 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 p.1 
3 N NaOH abgestoppt Die Extinktion wurde gegen den 

20 Substrat-Blank bei einer Wellen&nge von 405 nm im 
Mikrotiterplattenphotometer Anthos gemessen. 

Zur Testoptimierung wurden Schachbrettitrationen 
durchgefuhrt und als Standardbedingungen eine Ver- 
dunnung des sekundaren Antikorpers von 1 : 4000 und 

25 des Untersuchungsserums von 1: 400 ausgewfihlt 
(Abb. 4 und 5). Bei hoheren Verdiinnungen war eine 
Verringerung des Quotienten aus Extinktionen eines 
Sekundarsyphilispoolseums und einem Negativserum 
(P/N-Quotient) zu verzeichnen. Fiir das 17 kD-Antigen, 

30 das 47 kD-Antigen und das TmpA wurden die hdchsten 
P/N-Quotienten ermittelt Deshalb wurden diese drei 
Antigene fur einen kombinierten ELISA ausgewahlt 

2. Beispiel 2: Adsorjptive Bindung von rekombinantem 
35 T- paJlidum-Antigen an Mikrotiterplatten und 
Chemiiumipeszenz-Enzymimmumest (CL-EIA) 

Auf der Basis des EUSA- Light Kit (Tropix Inc, USA^ 
dessen Detektionssystem auf der Chemilumineszenz bei 
40 enzymatischer Umsetzung von Dioxetanen (EP- 
B-0275260) beruht, wurde folgendes Protokoll entwik- 
kelt: 

Mikrotiterplatten (Mikrolite®, Dynatech USA) wurden 
unter den in Beispiel 1 genannten Bedingungen beiaden 
45 (Antigenlosung 1 jig/ml in Bicarbonatpuffer) und nach 
. 18stundiger Inkubation bei 4°C dreimai gewaschen. 
(PBS, 0,05% Tween 20). Nach einstundiger Blockierung 
(PBS, 0,5% I-Block [Tropix Inc.]), 0,05% Tween 20) wur- 
de viermal mit Waschpuffer gespfllt (0,2% I- Block, 
50 0,05% Tween 20 in PBS^ Die nachfolgende Inkubation 
mit in Waschpuffer verdunnten Patientenseren erfolgte 
uber einen Zeitraum von einer Stunde. Nach drei 
Waschschritten schloB sich eine einstundige Inkubation 
mit 1 : 2-500 in Waschpuffer verdunnt em Anti-hum an- 
55 IgG-AP-Konjugat (y-kettenspezifisch, SIGMA) an. An- 
schlieBend wurde dreimai in Waschpuffer und zweimal 
in Assaypuffer (0,1 M Diethanolamin, 1 mM MgO^ pH 
10.0) gewaschen. Danach wurde fur 10 Minuten mit 
100 ul Verstarker/Substrat inkubiert (Assaypuffer, 10% 
so Sapphire, 0,2 mM CSPD, [beides Tropbc Inc.]). Die Che- 
milumineszenz wurde nach 20 Minuten im Mikro titer- 
pJattenluminoineter Lucyl (Anthos) gemessen, . 

Zur Testoptimierung wurden Schachbrettitrationen 
durchgefuhrt und als Standardbedingungen eine Ver- 
es dunnung des sekundaren Antikdrpers von 1 : Z500 und 
des Untersuchungsserums von 1 : 800 ausgewahlt 

Die Abhangigkeit des CheniUuniineszenzsignals von 
der Antikorperkonzentration gegen die einzelnen Anti- 
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gene (geprtift an VerdQnnungen des Sekundarsyphili- 
spoolserums. Abb. 6) war Qber 6 Titerstufen nahezu li- 
near. Die entsprechenden Kurven sind aJs Referenzkur- 
ven zur quantitativen Bestimmung von Antikdrperkon- 
zentrationen in unbekannten Untersuchungsprobcn 
sehr gut geeignet Der groBe lineare Bereich zeigt die 
Oberlegenheit des Chemilumineszenz-EIAs filr quanti- 
tative Antikdrperbestimmungen gegenuber dem colon- 
metrischen Nachweis. Die Chemiiumineszenztests mit 
Tp4, TmpC sind jedoch nicht zum Einsatz in der serolo- 
gischen Syphilisdiagnostik geeignet, da die Antikdrper- 
konzentrationen gemessenen an der Hone der Chemilu- 
mineszenz wie auch die P/N-Quotienten (1,5; 2,2) zu 
niedrig sind Wegen des vergleichsweise niedrigen P/N- 
Quotienten von 6,7 ist das 34 kD-Antigen weniger zum 
diagnostischen Einsatz geeignet FQr das 17 kD-Ag, 
TMPA, das 47 kD-Antigen und BMP wurden im ent- 
sprechenden Chemilumineszenz-EI A die hochsten Che- 
milumineszenzwerte gemessen. Die P/N-Quotienten la- 
gen bei 94 fur das 1 7 kD-Ag, 35 fur das TMPA, 11 f Or das 
47 kD-Ag und 14 fur BMP (Serum verdunnung 1 :800, 
Abb. 7). Mit dem 17 kD CL-EIA, dem TmpA CL-EIA, 
dem 47 kD-Ag CL-EIA und dem E3MP CL-EIA warden 
Seren von Patienten der verschiedenen Syphilisstadien 
untersucht Die Chemilumineszenzwerte wurden dabei 
auf ein Vielfaches eines mitgefuhrten negativen Serum- 
pools umgerechnet Zur qualitativen Auswertung der 
Tests wurden als Grenzwert die dreifache Standardab- 
weichung vom Blutspendermittelwert (n — 38) festgelegt 
(Abb. 8). Die Ergebnisse im Chemilumineszenz-EIA 
sind in Tabelle 5 zusammen mit den Ergebnissen im 
colorimetrischen Test den Ergebnissen im CMT, dem 
TPHA-Test und dem FTA-ABS-Test gegenGbergestellt 
Insgesamt ist eine Befundkorrelation in der Weise vor- 
handen, daB fur Seren mit niedrigem Titer in CMT, 
TPHA oder FTA-ABS auch niedrige Antikorperkon- 
zentrationen in den Enzymjmmuntests nachgewiesen 
wurden. Dies ist besonders deutlich fur Seren des laten- 
ten Syphilisstadiums. Im BMP CL-EIA lagen 8 von 18 
Seren unterhalb des Grenzwertes, darunter alle unter- 
suchten Seren im latenten Stadium der Syphilis. Fur ein 
serologisches Syphiiisscreening ist der isolierte Nach- 
weis von Antikorpern gegen BMP nach den bisher vor- 
liegenden Ergebnissen nicht geeignet Die hier vorge- 
stellten Erstbefunde lassen jedoch auf eine mogliche 
{Correlation der Antikorperkonzentrationen zum 
Krankheitsstadium und/oder der Krankheitsaktivitat 
schlieBen. Sollte sich dies nach Untersuchung einer gro- 
Beren Anzahl von Syphilispatienten bestatigen, konnte 
ein Antikorperhachweis gegen BMP z. B. als Therapie- 
kohtrblle diagriostisch verwertbar sein. Unter den 18 
untersuchten Syphilisseren waren in den CL-EIAs mit 
dem 1 7 kD-Antigen und dem 47 kD-Antigen je zwei und 
mit TmpA drei Seren negativ. Davon war ein Serum in 
alien drei Tests negativ, die anderen negativen Befunde 
in einem Test mit rekombinantem Antigen waren mit 
positiven Bcfundcn fur die anderen rekombinanten An- 
tigene verbunden. Daraus lafit sich die SchluBfolgerung 
ziehen, daQ eine ausreichende diagnostische Sicherheit 
nur durch Antikdrperbestimmung gegen mehrere re- 
kombinante Antigene zu erreichen ist 

3. Beispie) 3: Kovalente Bindung von rekombinantem T. 
pallidum- Antigen und 
ChemUumineszenz-Enzymimmuntest 

Zur kovalenten Bindung von rekombinanten Trepo- 
nema pallidum-Antigenen an eine feste Phase wurden 
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superparamagnetische Polystyrol-Partikel (DYNABE- 
ADS M-280 Tosylactivated, DYNAL Norwegen) ver- 
wendet Das Prinzip der kovalenten Bindung ist in den 
technischeh Unterlagen ausreichend beschrieben. Wei- 
5 terer wesentlicher Bestandteil dieses Verfahrens ist das 
Prinzip der Separation der Partikel von den jeweiligen 
Reaktionsldsungen durch ein Magnetfeld. Im vorliegen- 
den Beispiel wurden Eppendorfrdhrchen mit den Ma- 
gnetpartikeln in Reaktionsldsung zur Phasentrennung 

io in einen Magnetseparator gebracht Dabei werden die 
superparamagnetischen Partikel durch das Magnetfeld 
eines Permanentmagneten an die Wandung gezogen 
und die Reaktionsldsung kann durch Abpipettieren oder 
Absaugen entfernt werden. 

is Der Versuch wurde exemplarisch mit dem rekombi- 
nanten 17 kD-Antigen durthgefuhrt Die Partikel wur- 
den im Magnetseparator vom Transportmedium ge- 
trennt, zu 20 mg/ml resuspendiert, mit gleichem Volu- 
men von rekombinantem Protein versetzt und 24 Stun- 

20 den bei 37° C unter Schutteln inkubiert Die Reaktions- 
bedingungen bei der dabei erfolgenden Bindung des re- 
kombinanten Proteins an die Partikel waren 10 mg/ml 
Partikel, 20 u.g/ml rekombinantes Protein in 0,05 M Bo- 
ratpuffer pH 9J5. AnschlieBend wurde mit Waschpuffer 

25 (PBS, 0,2% I-Block, 0,05% Tween 20) dreimal 10 min, 
einmal 30 min und einmal Qber Nacht gewaschen, wobei 
simultan freie Proteinbindungsstellen blockiert wurden. 
Die beladenen Partikel wurden bei 4°C aufbewahrt und 
am Tag des Tests zweimal mit Waschpuffer gewaschen 

30 und fur die Versuchsansatze portioniert FQr einen Test 
wurden 0,05 mg Partikel mit 100 uJ Patientenserum in 
einer VerdOnnung von 1 : 800 in Waschpuffer iiber eine 
Stunde bei 37° C inkubiert Nach zweimaligem Waschen 
wurde mit Sekundarantikdrper (1 : 2500 Anti-Human- 

35 Aikalische-Phosphatase-Konjugat, y-kettenspezifisch, 
SIGMA) iiber 1 Stunde inkubiert AnschlieBend wurde 
zweimal in Waschpuffer und zweimal in Diethanolamin- 
puffer (0,1 tyl Diethanolamin, 1 mM MgCb, 0,02 NaNa, 
pH 10.0) gewaschen. Nach Resuspendieren der Partikel 

40 in 50 ui Diethanolaminpuffer wurden diese in Mikroti- 
terplatten uberfiihrt, die je KavitSt 50 ui Verstarker/ 
Substratldsung enthieiten. (Endkonzentrationen in 
100 uJ: 10% Sapphire, 0^ mM CSPD, [beides Tropbc . 
Inc.]). Die unter Vermittlung der alkalischen Phosphata- 

45 se entstehende Chemjlumineszenz bei der Umsetzung 
des Substrates wurde im Mikrotiterplattenluminometer 
Lucyl® (Anthos) gemessen. FQr das rekombinante 17 
kD-Antigen wurden in diesem System ein Poolserum 
von 73 Blutspendern mit einem Poolserum von Patien- 

50 ten mit Sekundarsyphilis verglichen. Bei einer Integra- 
tionszeit von 1 s je Chemilumineszenzmessung wurden 
als relative Counts fur das Syphilis poolserum 1.481.958,5 
(10 min nach Reaktionsbeginn), 1.64131 7,5 (nach 20 min) 
bzw. 1.746.169 (nach 30 min) sowie fur das Blutspender- 

55 poolserum 75194 (nach 10 min), 9929,5 (nach 20 min) 
bzw. 11629 (nach 30 min) ennittelt Dies entspricht ei- 
nem Positiv/Negativ-Quotienten nach einer Substratin- 
kubation von 10 min von 197, nach 20 min von 165 und 
nach 30 min von 150. Aus diesen Werten ist ersichtlich, 

60 daB offenbar eine geringere unspezifische Bindung von 
Antikorpern an die feste Phase erfolgt Dadurch ist die 
analytische Sensitivitat den unter Beispiel 1 und Beispiel 
2 vorgestellten Systemen iiberlegen. . 

65 4. Simuitaner Einsatz rekombinanter Antigene in der 
serologischen Diagnostik 

Bei der Serodiagnostik von Infektionskrankheiten ist 
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bei Nachweis verschiedener AnukdrperspezifitSten ge- 
gen den Erreger prinzipiell eine Verbesserung dcr Sen- 
sitivitat gegenuber dem Nachweis von Antikorpem ge- 
gen ein einzelnes Antigen mdglich. Aus diesem Grund 
wird z.B. als Bestatigungstest bei der serologischen 
HIV-Diagnostik ein Westernirnmunoblot angewendet. 
Dabei reagieren Antikorper aus Uhtersuchungsmaterial 
mit Erregermaterial, dessen Antigene durch eine Elek- 
trophorese aufgetrennt und auf eine feste Phase uber- 
fuhrt wurden. Als sicher positiv gilt der Test, wenn meh- 
rere erregerspezifische Banden reaktiv sind. Zwingend 
wird der Nachweis von verschiedenen Antikorperspezi- 
fitaten zur Diagnosestellung dann, wenn der Antikor- 
pernachweis gegen Einzelantigene nicht bei alien Kran- 
ken gelingt. 

Mit der vorliegenden Erfindung wird ein Mischanti- 
gen-ELISA vorgestelJt, der bei zu geringer Reaktivitat 
des Serums gegen ein oder mehrere Antigene durch 
Nachweis von Antikorpem gegen die anderen Antigene 


10 


15 


(Tab. 6). Auf Grund dieses hohen Prozehtsatzes konnte 
im Mischantigen-ELISA der gemessene Hemmeffekt 
naherungsweise zur Abschatzung des CL-Anteils fur die 
AK-Bindung am einzelnen Antigen dienen. FQr ein Po- 
olserum von Patienten mit Sekundarsyphilis wurde so 
im Mischantigen-ELISA (Beladungskonzentration je 
I ug/ml) der Chemilumineszenzanteil durch Antikorper 
gegen das 17 kD- Antigen 2U 52%, TmpA-Antikorper zu 
43% und Antikorper gegen das 47 kD-Ag zu 5% nahe- 
rungsweise ermittelt Der Antikorpernachweis gegen 
das 47 kD-Antigen erscheint unterreprasentiert. Da es 
sich bei dem 47 kD-Antigen urn ein spezifisches Antigen 
von Treponema pallidum mit starker Immunogenitat 
handelt, sollte der gewunschte Antei! am Gesamtsignal 
durch Veranderung der Konzent rations vernal tnisse der 
rekombinanten Antigene beim Beladen verandert und 
wie beschrieben gepruf t werden. 

Eine elegante. Methode fur den simultanen Nachweis 
der Antikorperspezifitaten stellt die Verwendung von 


einen positiven Testausfall ergibL Bei der Untersuchung 20 Mikropartikeln dar. Jedes einzelne rekombinante Anti- 


von Syphilispatienten mit den rekombinanten Antige 
nen im colorimetrischen System (Beispiel 1), wie auch 
mit dem Chemilumineszenztest (Beispiel 2) zeigte es 
sich, daB einzelne Seren im Einzelantigen-ELISA nega- 
tiv reagieren (Tabelle 5). Ein Serum wies negative Test- 
ergebnisse in den Enzymimmuntests mit TmpA, BMP, 
47 kD-Antigen und 1 7 kD-Antigen sowohl im colorime- 
trischen Nachweissystem als auch im Chemilumines- 
zenznachweis auf. Eine Erklarung gibt der Westernblot 
mit Treponema pallidum- Vollantigen, der nur fur Tp4 
deutliche Reaktivitat zeigte. Stark posiuv war fur dieses 
Serum auch ein Chemilumineszenz-ELISA mit rekom- 
binantemTp4. Da immunoiogische Kreuzreaktivitat des 
Tp4 zu Hsp60-Proteinen anderer Bakterienspezies ist, 
besitzt ein isolierter Antikorpernachweis gegen Tp4 ge- 
ringen diagnostischen Wert und konnte auch auf eine 
andere Infektion zuruckzufuhren sein. Die iibrigen Se- 
ren mit negativem Testergebnis in einem Einzelantigen- 
ELISA wiesen jedoch positive Tests mit den anderen 
getestetea rekombinanten Antigenen auf. Der Mischan- 
tigen-ELISA war in diesen Fallen positiv. Dies beweist 
die Oberiegenheit eines Mischantigen-ELISAs mit re- 
kombinanten Antigenen gegenuber Einzelantigen-EU- 
SAs fiir einen qualitativen Nachweis der Syphilisinfek- 
tion. Die kombinierte Anwendung rekombinanter Anti- 
gene zum Nachweis einer Syphilisinfektion stellt damit 
einen wesentlichen Bestandteil der vorliegenden Erfin- 
dung dar. 

Jm Einzelantigen-ELISA lagen die gemessenen 
Counts fur hochpositive Seren auf etwa demselben Ni- 
veau (Abb. 9), so dafl die simultane Beladung der Mikro- 
titerplatten mit den Antigenen mit gleichen Korizentra- 
tionen erfolgte. Bei einem Test zum simultanen Nach- 
weis von Antikorpem gegen mehrere rekombinante 
Antigene konimt es darauf an, daB jedes einen mefiba- 
ren Anteil am Gesamtsignal hervorruft. Die Effizienz 
der Bindung der rekombinanten Antigene an die Fest- 
phase kann jedoch unterschiedlich sein. Bei der Anti- 
gen- Antikorper-Reaktion mit mehreren Antigenen, die 
am gleichen Trager gebunden sind, konnten kompetiti- 
ve Effekte ebenfalls eine Rolle spielen. Deshalb wurde 
ein Versuch durchgefflhrt, bei dem rekombinantes Anti- 
gen dem Patientenserum zugesetzt wurde. Dadurch rea- 
gieren die entsprechenden Antikorper mit dem rekom- 
binanten Antigen in Losung und nicht mit dem festpha- 
segebundenen. Die Effizienz dieser kompetitiven Hem- 
mung wurde fur jede Antikorperspezifitat im Einzelan- 
tigen-ELiSA ermittelt und lag zwischen 91 und 99% 
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gen wird in separatem Ansatz an die Mikropartikel ge- 
bunden und im Test mit Einzelantiseren die Chemilumi- 
neszenzwerte ermittelt Mit den erhaltenen Werten laBt 
sich ein optimales Mischungsverhaitnis der Mikroparti- 
25 kelprSparationen ermitteln, so daB fQr die groBtmdgli- 
che Zahl der Syphilispatienten ein MeBergebnis Ober 
dem Grenzwert erzielt wird. Wenn Mikropartikel sepa- 
rat mit Antigen beladen und erst nachtraglich gemischt 
werden, sind kompetitive Hemmeffekte sowohl bei der 
30 Antigenbindung an die Festphase als auch bei der Anti- 
gen- Antikdrperreaktion ausgeschlossen. Die Funktions- 
fahigkeit und Oberiegenheit dieses Verfahrensweges ist 
durch die im Beispiel 2, Beispiel 3 und dem Mischanti- 
gen-ELISA (Mikrotiterplattenverfahren) hinreichend 
nachgewiesen. Das beschriebene Verfahren ist geeignet 
zur Bindung von Antigenea Antigehbestandteilen oder 
auch von Peptiden mit ausgew&hlten Antigendetermin- 
anten an Mikropartikel, Bestimmung von deren diagno- 
stischer Relevanz und deren kombinierte Einsatz fur 
einen qualitativen Test in der Serodiagnostik der Syphi- 
lis. Auch in der Diagnostik anderer Infektionskrankhei- 
ten ist dieses Verfahren durch entsprechende Evaluie- 
rung der diagnostisch relevanten Antigene des betref- 
f enden Erregers moglich. 

Das Verfahren, bei dem verschiedene diagnostisch re- 
kombinante Antigene separat an Mikropartikel als feste 
Phase gebunden in Testsystemen nach diagnostischen 
Kriterien evaluiert werden, und bei dem dann diese Mi- 
kropartikel in einem optimalen Mischungsverhaitnis in 
einem qualitativen serologischen Test emgesetzt wer- 
den, ist von besonderem VorteiL 

Die Erfindung betrifft ein immunchemisches Verfah- 
ren zum Nachweis und zur Bestimmung von Antikor- 
pem gegen Treponema pallidum in Blutserum und an- 
deren Korperflussigkeiten. Das beschriebene Nach- 
weisverfahren beruht auf dem quantitativen Nachweis 
vbh Antikorpem gegen rekombinante, in den Anspru- 
chen 1 und 2 angegebene Antigene von Treponema 
pallium, wobei der Nachweis fur jedes einzelne Antigen 
oder deren Kombinationen geftthrt wird Das vorge- 
stellte Verfahren erlaubt einen Vergleich der Pravalenz 
und der Titer von Antikorpem gegen jedes Treponema- 
pallidum-Antigen bei Syphilispatienten gegenuber 
nichtinfizierten Patienten. Daraus lassen sich Schlusse 
zur diagnostischen Relevanz des Antikorpernachweises 
geg$n jedes untersuchte Antigen ziehen. Antikorperti- 
ter fur jedes einzelne Antigen hangen vom Krankheits- 
stadium ab- und weisen individuelle Unterschiede auf. 
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Es wird beschrieben, wie durch kombinicrtcn Einsatz 
von mehreren rekombinantcn Antigencn in eincm Test- 
verfahren cine verbessertc diagnostische Sensitivitat 
und Spezifit&t erreicht werden kann. Das Verfahren des 
gezielten kornbinierten Antikdrpernachweises gegen 
ausgewahlte Antigene zur. Serodiagnostik der Syphilis 
ist Bestandteil dieser Erfindung. Entsprechende Testsy- 
steme werden beschrieben. Die Anwendung der be- 
schriebenen Verfahren fuhrt zu einer neuen Generation 
von Testsystemen zum serologischen Nachweis von Sy« 
philisinfektionen auf der Basis rekombinanter Antigene 
von Treponema pallidum. 

Patentanspruche 

15 

1. Mittel aus rekombinanten Antigenen zur Durch- 
funning eines Verfahrens zum Nachweis von Ami- 
korpern gegen Treponema pallidum, bestehend aus 
1 7 kD- Antigen, 47 kD- Antigen und TmpA. 

2. Mittel nach Anspruch 1, zusatzlich aufweisend 20 
TmpC und BMP und das 34 kD- Antigen und Tp4. 

3. Verfahren zum Nachweis von Antikorpern ge- 
gen Treponema pallidum, bei dem eine Auswahl 
von rekombinanten Antigenen genarnplifiziert und 
kloniert wird, wobei die Auswahl der rekombinan- 25 
ten Antigene zum Nachweisen von Anukorpern 
gegen Treponema pallidum das 17 kD- Antigen, das 
47 kD- Antigen und TmpA enthalt, 

anschlieQend diese genamplifizierten und klonier- 
ten Antigene in Wirtsvektorsystemen exprimiert 30 
und dann gereinigt werden, 

danach die gereinigten Antigene einzeln oder in 
Kombination an eine feste Phase gebunden wer- 
den, 

danach die an die feste Phase gebundenen Antige- 35 
ne einer Reaktion mit einem auf Antikorper hin zu 
untersuchenden Material ausgesetzt werden, und 
danach die mittels Antigen- Antikdrperreaktion ge- 
bundenen Antikorper aus dem zu untersuchenden 
Material mittels eines Detektionssy stems qualitativ 40 
und/oder quantitativ festgestellt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Auswahl zusatzlich enthalt TmpC 
und BMP und das 34 kD-Antigen und Tp4. 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprG- 45 
che 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB die co- 
dierende DN A fur die Auswahl der rekombinanten 
Antigene durch Polymerasekettenreaktion amplifi- 
ziert wird. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprii- 50 
che 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die ampli- 
fizierte DNA in den Plasmidvektor pQE-30 inse- 
riert und in E. coli Mi 5[pREP4] exprimiert wird. 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die re- 55 
kombinanten Antigene affinitatschromatogra- 
phisch gereinigt werden. 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspru- 
che 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Bin- 
dung der rekombinanten, gereinigten Antigene an 60 
die feste Phase durch adsorptive oder kovalente 
Bindung oder uber einen bereits festphasegebun- 
denen Liganden erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB das zu $$ 
untersuchende Material KdrperflOssigkeit insbe- 
sondere Blutserum, Liquor, Ascites oder Amnion- 
flussigkeit ist. 


10. Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spruche 3 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB zum 
Nachweis der reagierenden Antikorper sekundare 
markierte Antikorper eingesetzt werden. ' 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die sekundaren markierten Antikor- 
per durch Fluoreszenzfarbstoff, Radioaktivitat 
und/oder Enzyme markiert werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Markierung des Sekundarantikor- 
pers direkt oder indirekt uber gebundene Liganden 
erfolgt. 

13. Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spruche 3 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Nachweis in dem Detektionssy stem colorimetrisch 
und/oder durch Messung der auftretenden Chemi- 
lumineszenz und/oder durch Fluoreszenz und/oder 
Radioaktivitatsmessung erfolgt 

14. Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spruche 3 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB bei 
der Bindung der rekombinanten, gereinigten Anti- 
gene an die feste Phase mehrere rekombinante An- 
tigene gleichzeitig an die feste Phase gebunden 
werden. 

15. Verfahren nach einem der vorstehenden An- 
spruche 3 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB bei 
der Bindung der gereinigten rekombinanten Anti- 
gene an die feste Phase die Bindung jedes rekombi- 
nanten Antigens separat an einer festen Phase er- 
folgt und die unterschiedlich beladenen festen Pha- 
sen dann tm Test gemeinsam eingesetzt werden. 
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PCR-Amplifikation 


BaniHl 


' | ♦. I. pallidum- Antigen | 


. T. pallidum- 
. DNA 


^a/nHI/Sa/I-geschnittenes PCR-Produkt 

Integration in den BamYR/ Sail- geschnittenen 
Expressionsvektor pQE-30 


6xHis Smal 

BamHl Sph\ Sac\ Kpn\Xma\ Salt Fsii NindU 



Transformation von£. coli Ml 5[pREP4] 


Abb.l: 

Strategic zur Klonierung von Treponema paltidum-Antigenen in E. coli . 
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• TpK47 (47 fcD Antigen) 
' TpfcUlJ (TnipA) 

• TpKW (BMP) 
•' TpN37 (FlaA) 

TpN30 CFJ»B1) 
TpN33 (FUB2) 
TpN2J-U (34 kD Antigen) 


TpNU (UkD Anfca) 


1 2 3 


Abb. 2.: 

Antigenprofil von Treponema pallidum im Immunoblot mit Patientenseren. 

Vollantigen vonTreponema pallidum wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt und 
die Immunoreaktivitat der Proteihbanden mit Patientenseren im Westernblot 
untersucht; 

1 : Poolserum von Patienten mit Sekundarsyphilis, 

2: Individualserum Prirnarsyphilis 

3: Individualserum Sekundarsyphilis. 
Die Kennzeichnung der Proteinbanden erfolgte mit den Konsensusmolekular- 
gewichten nach der von Norris et al. eingefiihrten Nomenklatur (1993). Bei den 
Angaben in Klammem handelt es sich um die vorwiegend in der alteren 
Literatur verwendeten Bezeichnungenf 
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Marker 

kD 66 - 
45 - 
31 - 

21,5 - 


Marker 1 2 3 4 5 

Abb. 3: 

Expression und Immunoreaktivitat der Fusionsproteine 17 kD-Antigen, 47 
kD-Antigen, BMP, TmpA, TmpC. 

Bakterien des Stammes M15 mit deh entsprechenden rekombinanten Plasmiden wurden 
angezuchtet und die Genexpression durch Zugabe von 2 mM IPTG in der logarithmischen 
Wachstumsphase induziert Nach dreistttndiger Weiteriiikubation wurden die Zellen geerntet, 
die Fusionsproteine Qber Ni-NTA-Sepharose isoliert und in der SDS-PAGE aufgetrennt. 
Fiir alle Fusionsproteine konnte im Coomassie-gefarbten Gel jeweils eine distinkte 
Proteinbande sichtbar gemacht werden. 

Der Westernblot zeigte die Immunoreaktivitat der rekombinanten Proteine BMP, TmpA, 
47 kD-Antigen und 1 7 kD-Antigen. FQr das TmpC konnte keine Immunoreaktivitat detektiert 
werden; 

A Coomassie-gefarbtes Gel 
B Westernblot 

1 17 kD-Antigen 

2 BMP; 

3 47 kD-Antigen 

4 TmpC 

5 TmpA 
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Abb. 4: 

Ermittlung der optimalen Konjugatverdunnung fur die colorimetrischen 
Enzymirnrnunrests mit dem 17 kD-Ag, dem 47 kD-Antigen und TmpA. 

Extinction im EIA bei Vervvendung der rekombinanten Einzelantigene in Abhangigkeit von 
der Konjugatverdunnung bei einer konstanten SerumverdQnnung des negativen (Neg.-Pool) 
und positiven Sekundarsyphilispoolserums (LII-Pool) von 1:400. Bei einer 
Konjugatverdunnung yon ] :4000 wurden fUr das 1 7 kD-Antigen, das 47 kD-Antigen und 
TmpA P/N-Quotienten von 17,1, 7,4 bzw. 1 1 ,7 ermittelt. 
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Tabelle 4 

Reinigung der rekpmbinanten Fusionsproteine 34 kD-Antigen, 47 kD- 
Antigen, TmpA, 17 kD-Antigen, TmpC und BMP uber eine Ni-NTA- 
Sepharose-Saule 

+ schwacher Elutionsgipfel bis 1 0 % der maximalen Absorption bei 280 nm 
+ + mittlerer Elutionsgipfel bis 50 % der maximalen Absorption bei 280 nm 
+ . + + starker Eiutionspeak, grfifler als 50 % der maximalen Absorption bei 280 nm 

Ca. 1 g Bakterienpellet aus induzierter FltissigkuJtur wurde lysiert und das Saulenmaterial im 
Batch- Verfahren beladen. Die Fusionsproteine wurden im pH-Stufengradienten eluiert. Durch 
UV-Motiitoring (k = 280 nm) wurden die Elutionsgipfel ermirtelt. Die Elutiorisfraktionen 
wurden mittels SDS-PAGE und Denshometrie anar/siert. 


rAg 

Elution 
Puffer D 
(pH5.9) 

Ehition 
Puffer E 
(pH4.5) 

MGdes 
eluierten 
Proteins (kD) 

Ausbeute 
(mg Protein/ 
lKultur) 

Reinheit des 1 

Fusions- 
proteins (%) 

34 kD 


+ + + 

31 

68 

99 

47 kD 

0 

+ + + 

47,5 

34 

80 

TmpA 

+ ■ 

0 

46,5 

13 

70 | 

17kD 

0 


19 

11 

99 

TmpC 

0 


35 

5 

90 

I BMP 

-L. 


39 

40 

80 1 
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100 1000 10000 

Scrumvcrdunnung 


Abb- 5: 

Vergleich der Einzelantigene 17 kD-Antigen, 47 kD-Antigen und TmpA rait 
dem Antigengemisch im colorimetriscben EIA. 

Extinktionen in Abhangigkeit von der SerumverdOnnung nach separater Beladung von 17 kD- 
Antigen, 47 kD-Antigen und TrapA im Einzelantigen-EIA (Beladungskonzentration lug/ml) 
und nach gleichzeitiger Beladung mit diesen drei rekombinanten Antigenen 
(Beladungskonzentration je Antigen 1 jjg/mJ) im Mischantigen-EIA. 
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Abb. 6: 

Abhangigkeit des Chemilunxineszenzsignals von der 
Antikorperkonzentration. 

Chernilurnineszenz-EIA (CL-EIA) mil rekombinanten Einzelantigenen und Antigengemrsch. 
Verdunmmgen von Sekundarsyphilispool serum, StandardverdUnnung 1 :800 durch Pfeil 
gekennzeichnet. 
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Abb.7: 

Abhangigkeit des P/N Quotienten im CL-EIA mit rekombinanten 
Antigenen von der Antikorperkonzentration. 

Chemilumineszenz-EIA (CL-EIA) mit rekombinanten Einzelantigenen und 
Antigengenrisch.VerdOnmingen von Sekundarsyphilispoolserum, Standardverdiinnung 1 :800 
durch Pfeil gekennzeichnet. 
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Abb, 8: 

Nachweis von Antikorpern gegen Treponema pallidum durch EIA mit 
rekombinanten Antigenen und colorimetrischem bzw. 
Chemilumineszenzdetektionssystem. 

A: Colorimetrischer EIA mit TmpA, 17 kD-Ag, 47 kD-Ag und Antigengemisch 
(1 7 kD-Ag+47 kD-Ag +TmpA). Extinktionen fur Syphilispatientenseren aller 
Krankheitsstadicn (P, n=18) im Vergleich zu Blutspendem (B, n=38), Grenzwertfestlegung 
mit 3 Standardabweichungen ttber dem Blutspendermittelwert 

B: Chemilumineszenz-EIA mit TmpA, 17 kD-Ag, 47 kD-Ag , BMP und Antigengemisch 
(1 7 kD-Ag+47 kD-Ag +TmpA). Untersuchung von Syphilispatientenseren aller 
Krankheitsstadien (P, n=*18) im Vergleich zu Blutspendem (B, n«38).als Quotient der 
Chemilumineszenz der untersuchten Seren und einem negativen Referenzserum (P/N- 
Quotient). Der Grenzwert 3,5 liegt fUr alie CL-EIAS mehr als drei Standardabweichungen 
fiber dem Blutspendermittelwert (siehe Tab. 5). - 
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